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(57) Abstract 

Genetically modified cell implant comprising an exogenous nucleotide sequence coding for all or part of an antibody, method for the 
preparation of such an implant and its therapeutic use for the treatment or prevention of an acquired disease. The invention also concerns 
an adenoviral vector for the expression of one or more proteins capable of forming a mul timer, viral particles and cells containing the 
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(57) Abrege* 

La presente invention conceme un implant de cellules gen&c^ement modifiers cornprenant une sequence nucleotidique exogene 
codant pour tout ou partie d'un anticorps. EUe couvre egakment une radthode de preparation d'un tel implant ainsi que son utilisation 
thdiapeutique pour le traitement ou la prevention d'une maladie acquise. EUe a 6gaiement pour objet un vecteur adenoviral pour Y expression 
d'une ou plusieurs prot£ine($) capable(s) de former un multimere, les particules virales et les cellules le contenant ainsi qu'une composition 
pharmaceutique et son utilisation thdrapeutique. 
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NOUVEL IMPLANT ET NOUVE AU VECTEUR 
POUR LE TRAITEMENT DES MALADIES ACQUISES 



15 La presente invention concerne un nouveau type d'implant et son utilisation pour le 
traitement et la prevention du cancer ou du SID A. Plus particulierement, die a pour objet 
un implant comprenant des cellules genetiquement modifiees capables d'exprimer et de 
secreter des anticorps specifiques reconnaissant les cellules cancereuses ou les cellules 
infectees afin tfinhiber au moins partiellement leur division ou propagation ainsi que la 

20 production de particules virales dans les cellules infectees. La presente invention concerne 
egalement un vecteur adenoviral capable de dinger 1'expression d'une proteine d'interet 
multimerique ainsi que d'un anticorps ou un de ses derives. 

La possibility de traitements de maladies humatnes par therapie genique est passee en 
25 quelques annees du stade des considerations theoriques a celui des applications cliniques. 
Le premier protocole applique & Fhomme a aina &e initie aux Etats-Unb en septembre 1990 
sur un patient genetiquement immunodeficient en raison d f une mutation affectant le gene 
codant pour TAdenine Desaminase (ADA). Le succes relatif de cette premiere 
experimentation a encourage le developpement de nouveaux protocoles de therapie 
30 genetique pour diverses maladies genetiques ou acquises. Ceux qui sont en experimentation 
a Fheure actuelle, consiste pour la plupart a transferer ex vivo le gene therapeutique dans des 
cellules du patient, par exemples les cellules souches de la lignee hematopoietique, puis de 
reinfiiser au malade ces cellules corrigees. II s'agit done d'une technologie lourde, non 
reversible et qui presente le risque de reimplanter des cellules transformees. 



Initiee plus recemment, la technologie des neo-organes permet de pallier les inconvenients 
majeurs des protocoles classiques de therapie genique. Elle est basee sur la reimplantation 
chez le patient d*une structure artificielle, que Ton peut appeler "implant" et comprenant des 
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cellules vivantes, veritables "micro-usines" permettant de delivrer in vivo et de maniere 
continue la molecule therapeutique d'inter€t. 

Plus precisement, cette structure artificielle est constitute de cellules vivantes preaiablement 
transduites par un vecteur viral portant le gene therapeutique, qui sont incluses dans un gel 
de cotlagene enrobant une ossature de fibres synthetiques d'un materiau biocompatible 
(FIFE, polytetrafluoroethylene ou Gore-TexTM). Ce gel contient egalement un facteur de 
croissance angiogenique (bFGF, basic Fibroblast Growth Factor). Apres sa reimplantation 
chez 1'animaL le neo-organe se vascularise generalement en quelques jours grace aux 
proprietes angiogeniques et trophiques du bFGF. II evolue alors vers une structure 
autonome, munie d'un tissu conjonctif, parfois innervee, et reliee a la circulation dans 
laquelle sont deversees les molecules therapeutiques. 



10 



15 



La possibilite d*utiliser les neo-organes pour la therapie genique a deja ete evoquee dans 
plusieurs articles scientifiques ainsi que dans la demande Internationale WO 92/15676. 
Cependant, la technologie divulguee dans les documents de 1'art anterieur ne s'adresse qu'au 
traitement des maladies genetiques monogeniques resultant de Texpression defectueuse et 
innee d'un seul gene, et n'a, par consequent, ete mise en oeuvre que pour la secretion de 
molecules therapeutiques monomeriques comme le facteur IX, ro r antitrypsine, I'ADA, 
20 I'erytropoYetine (EPO) et la p-glucuronidase. Jusqu'a present, cette technologie n'a pas ete 
adaptee a la secretion de molecules therapeutiques plus complexes comme les anticorps. 

On a maintenant trouve qu'un implant de fibroblastes genetiquement modifies par un vecteur 
retroviral pour rexpression des chaines lourdes et legeres d'un anticorps anti-VIH, une fois 

25 reimplante dans une souris, est capable de secreter de facon continue dans la circulation 
sanguine une quantite importante d'anticorps fonctionnels reconnaissant les cellules infectees 
portant a leur surface rantigene contre lequel il est dirige. La presente invention repose sur 
lefait qu'un fibroblaste est capable de produire des quantites a peu pres stoechiometriques 
de chaines lourdes et legeres d'un anticorps susceptible ensuite de s'associer en tetramere 

30 pour former une molecule fonctionnelle. Elle offre la possibilite de trailer par 
immunotherapie les maladies acquises et notamment le SIDA et le cancer, deux maladies 
dont la complexite, la gravite ainsi que 1'absence de traitements reellement satisfaisants, 
justifient le developpement de technologies nouvelles, comme celle faisant l'objet de la 
presente invention. 



35 



La presente invention foumit egalement des vecteurs adenoviraux capables de diriger 
l'expression de molecules d'interet multimeriques ainsi que d'anticorps et leurs derives. IJs 
peuvent etre utilises pour produire une immunotoxine dirigee contre le virus VIH et induire 
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3 

la destruction selective de cellules infectees. 
Cest pourquoi la presente invention a pour objet : 

(1) un implant de cellules gendtiquement modifiees comprenant une sequence nucleotidique 
5 exogene codant pour tout ou partie d'un anticorps, ladite sequence nucleotidique exogene 

etant placee sous le controle des elements necessaires a son expression et a la secretion dudit 
anticorps, et 

(2) un vecteur adenoviral recombinant comprenant une sequence nucleotidique exogene 
codant pour tout ou partie d'une ou plusieurs proteine(s) d'interet capable(s) de former un 

10 multimere dans une cellule hdte ; ladite sequence nucleotidique exogene etant placee sous 
le controle des elements necessaires a son expression dans ladite cellule bote. 

Au sens de la presente invention, un implant, designe tout ensemble de cellules vivantes 
genetiquement modifiees, telles que definies ci-apres et destinees a etre implantees dans le 

15 corps humain ou animal. On prefere tout particulierement le cas ou les cellules sont fixees 
a une matrice extra cellulaire, le tout formant une structure biocompatible et vascularisable. 
La matrice est de preference composee de collagene. Mais d'autres materiaux peuvent etre 
utilises dans le cadre de la presente invention dans la mesure ou ils sont biocompatibles. Elle 
comprend notamment (1) un support biocompatible comme des fibres synthetiques PTFE 

20 (polytetrafluoroethylene ou Gore-Tex) revetues d'un film collagenique afin de permettre 
l'adhesion cellulaire (2), un gel de collagene dans Iequel les cellules au sein de I'implant sont 
incluses et (3) un agent angiogenique favorisant la vascularisation dans l'hote. Le terme 
implant est un terme generique qui inclut notamment les neo-organes et les organoides. 

25 Par ailleurs, il peut egalement s'agir dlmplants encapsules c'est a dire inclus dans une 
membrane de porosite contrdlee empechant notamment le passage des cellules (cellules de 
rimplant et cellules du systeme immunitaire de l'hote) mais permettant la diffusion de la 
molecule therapeutique, des nutriments et des dechets. 

30 Le terme "cellule genetiquement modifiee" fait reference a une cellule ayant incorpore du 
materiel genetique exogene. Ce dernier peut etre insere dans le genome de la cellule ou etre 
present sous forme d'episome soit dans le cytoplasme ou dans le noyau cellulaire. La 
technologie pour introduire un materiel genetique exogene dans une cellule est 
conventionnelle et a la portee de Thomme de Tart. A cet egard, de nombreux vecteurs ont 

35 ete developpes et sont largement decrits dans les ouvrages de base de biologie moleculaire 
accessibles a Thomme de Tart. 

Les cellules genetiquement modifiees en usage dans le cadre de la presente invention,* 
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comprennent notamment une sequence nucleotidique exogene. Cette derniere peut etre une 
sequence naturelle (deja presente dans le genome de la cellule h6te) ou heterology mais die 
aura ete introduite dans les cellules hdtes par les techniques de genie genetique (done d\me 
mamere exogene). On prefere tout particulierement une sequence codant pour un produit 
5 qui n'est normalement pas exprime dans celle-ci ou, si il 1'est, a des concentrations 
phys.ologiques faibles. Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, la 
sequence nucleotidique exogene code pour tout ou partie d'un anticorps. Un anticorps est 
une proteine (immunoglobuline) normalement produite par les lymphocytes B et qui 
reconnait un antigene etranger particulier et declenche la reponse immunitaire. Un anticorps 
10 natif est un tetramere compose de quatre chaines proteiques : deux chaines legeres (L) et 
deux chaines lourdes (H pour heavy en anglais) associees entre elles par des ponts disulfide 
La chalne legere est constituee d«une region variable ( en position N-terminale et dWe 
region constante (CO en position C-terminale alors que la chaine lourde comprend du N 
vers le C-terminal une region variable (V H ) suivie de trois regions constantes (C HI , C m et 
15 Cro). Les regions correspondantes des chaines legeres et lourdes s'associent pour former des ' 
domaines distincts. Le domaine variable, forme par ^association des regions variables des 
chaines legeres et lourdes dfcne immunoglobuline, est responsable de la reconnaissance de 
1'antigene correspondent. Les domaines constants exercent des fonctions effectrices 
impliquees dans le deroulement de la reponse immunitaire 

20 

Aux fins de la presente invention, les deux chaines lourdes et legeres peuvent etre identiques 
(anticorps natifs). Dans ce contexte, on emploie une sequence nucleotidique exogene codant 
pour une chaine lourde et une chaine legere qui s'associeront en tetramere apres leur 
synthese. Mais on peut egalement mettre en oeuvre une sequence codant pour une partie 
25 seulement d'un anticorps de maniere a produire, de preference, un fragment Fab (ab pour 
anttgen binding en anglais) ou F(tb% Fc (c pour cristallisable) ou encore scFv (sc pour 
simple chaine et v pour variable). De tels fragments sont decrits en detail dans les ouvrages 
d'linmunologie commelmmunofogy (third edition, 1993, Roitt, Brostoff et Male, ed Gambli 
Mosby) et sont representes schematiquement dans la Figure 1. En ce qui concerne plus 
specifiquement le fragment scFv, celui^ci peut 6tre obtenu d'une sequence codant pour une 
region V L suivie d^une region V H avec eventuellement un espaceur (de 1 a 1 0 residus acides 
amines neutres et peu encombrants) entre les sequences V L et V H . 

On peut egalement generer un anticorps chimerique (ou hybride) provenant de la fusion de 
35 sequences d'origines diverses (especes ou types d'anticorps). En particulier, on peut inclure 
ou echanger des regions constantes issues d'anticorps d'isotopes difFerents afin de conferer 
a Tanticorps chimere des proprietes nouvelles, par exemple une amelioration de la reaction 
cytotoxique. II peut egalement s'agir d'un anticorps humanise combinant au moins une partie 
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des regions variables d'un anticorps de souris et des regions constantes d'un anticorps 
humain. On peut egalement fusionner une ou plusieurs regions ou parties de regions 
variables et/ou constantes d'une origine quelconque, par exemple issues de chaTnes legeres 
et/ou lourdes sous forme d'une molecule simple chaine. 

5 

Enfin, une autre approche consiste a produire un anticorps bispecifique comportant deux 
domaines variables, par exemple un domaine reconnaissant un antigene porte par une cellule 
tumorale ou infectee et l'autre une structure d'activation de la reponse immunitaire. Ceci 
permet d'augmenter I'activite des cellules tueuses au contact de la tumeur ou de la cellule 
10 infectee. 

II va sans dire qu'un anticorps en usage dans la presente invention peut presenter une 
sequence legerement differente de la sequence native d'un anticorps. En pratique, le 
denominateurcommun pour qualifier un anticorps est sa fonction, c'est a dire sa capacite a 

15 se Her specifiquement a 1'antigene contre lequel il est dirige. De nombreuses techniques 
figurant dans les ouvrages generaux d'immunologie, permettent de mettre en evidence une 
fonction anticorps, par exemple les techniques ELISA, Western ou de fluorescence, 
invention s'etend a un anticorps dont la sequence a un degre d'homologie avec la ou les 
sequence(s) natives(s) (dans le cas d'un anticorps chimerique) superieur a 70%, de maniere 

20 avantageuse superior a 80%, de manidre preferee superieur a 90% et, de maniere tout a fait 
preferee, superieur a 95%. Un tel analogue peut etre obtenu par mutation, deletion, 
substitution et/ou addition d'un ou plusieurs nucleotide(s) de la ou des sequence(s) 
correspondante(s). 

25 Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, on prefere mettre en oeuvre 
un anticorps dirige contre un antigene tumoral ou un epitope specifique d'un 
microorganisme infectieux et pathogene, notamment d'un vims et plus particulierement du 
virus VIH et avantageusement un antigene fortement represente a la surface de la cellule 
cible. Ce type d'anticorps est laigement decrit dans la litterature. On peut citer notamment : 

30 

Tanticorps monoclonal humain 2F5 (Buchacher et al., 1992, Vaccines, 92, 191-195) 
reconnaissant un epitope continu (ELDKWAS) et tres conserve de la glycoproteine 
transmembranaire gp41 de la molecule d'enveloppe du VIH-1, 

J5 - 1'anticorps monoclonal murin 17-1-A (Sun et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
84, 214-218) reconnaissant la glycoproteine GA733 presente a la surface des cellules 
du carcinome colorectal humain, 
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un anticorps dinse* contre la proreine MUC-J, et 
virus) uorammem * ^ ,„ 0U <lu ™» HPV (Human 

D ^^^ K 7:2^zr — - - 

technique convention*.. „ J^T""""* •» oKeuuespar ,uu,e 

parPCRenutulsantdes otgo™^ deTe^Z i "'" C '" ,,! Pe " ,M '' *» *— 
<™vees «K extreme 5' et 3' de la 0 I„ZT reC ° 0M,Si »" * •*!««« conserve* 
<*». P-c. N.«. Aca4 w usl, * 2 « 2 ^n « a... 

» ™ * vis d.„ .„ li8 * e ^ eo^tC^rr * "** 

r«isa.k», spMfiqu, permet de C« mod, de 

ceMedbtelivasa^direuuewt^ ^^^""^^^P-,. 
» '^'^uecWquedl,^^^ 

Le terroe 'substance loxique" raft reftrenc. i „ 

"ta. drasricuemem U croissant ""7 ^ " ^ 
*» «*<»* roxique par e»e-mejTc^. „ ?T h m °» m 

«^de m W gm sme, Bi °^^^^ 

substance toxique native (.eiie J££ T~ '"*'» ■*« *• par 

« piusieurs nnctetide(s) „, fc er/ou a d«o„ dun 

35 on peu, dter une ^nuclease , a ricim ™* ™ ' B Piques preferees. 

ou dunelevure du genre m " HSV -'> la ^~»e «temi™« 
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Pour illustrer une proteine immunopotentiatrice (ayant pour fonction d'ameliorer la reaction 
immuiutatre de 1'organisme h6te vis k vis de la cellule cible), on peut citer la proteine CD4, 
rfcepteur de haute affinite pour le virus VIH-1 ou un recepteur Fc pour IgG (FcyR). Son 
couplage & un anticorps dirige contre un antigene du virus VIH ou tumoral permettra, par 
5 consequent, de generer une molecule hybride disposant d'un ligand reconnaissant une cellule 
tueuse et d*un ligand reconnaissant la cellule cible afin de promouvoir plus efftcacement son 
elimination. Dans ce cadre, on peut mettre en oeuvre une molecule hybride provenant de la 
fusion entre un anticorps anti-VIH et le FcyR ou entre le domaine extracellulaire de la 
molecule CD4 et un anticorps anti-CD3. Mais ces exemples ne sont pas limitatif^et de telles 
10 proteines immunopotentiatrices sont connues de l'homme de Tart. 

Avantageusement, la fonction toxique est remplie par une ribonuclease, laquelle peut etre 
d'origine procaryote ou eucaryote. Parmi celles utilisables dans le cadre de la presente 
invention, on peut citer la colicine E6, la cloacine ^Escherichia coli % la nuclease de 
15 Staphylococcus, la birnase de Bacillus intermedins et la nuclease de Bacillus 
amyloliquefaciens, encore designee sous le nom de barnase, dont la sequence est divulgute 
dans Hartley (1988, J. MoL Biol., 202 , 913-915). Mais, on prefere tout particulierement 
mettre en oeuvre Tangiog^nine humaine (Saxena et al., 1991, J. Biol. Chem., 266, 21208- 
21214 ; Saxena et al., 1992, J. Biol Chem., 267, 21982-21986). 

20 

Selon une autre variante, la fonction toxique peut etre exercee par la TK-HSV-1. Celle-ci 
presente une affinite superieure par rapport a Penzyme TK mammifere pour certains 
analogues de nucleosides comme Facyclovir et le ganciclovir et elle les convertit en 
precurseurs de nucleotides toxiques pour la cellule. Par consequent, leur incorporation dans 
25 TADN des cellules en etat de replication permet de tuer sp6cifiquement les cellules en 
division, comme les cellules cancereuses, par un efFet toxique et/ou par un effet de proximite 
(efFet "by stander" en anglais). 

Selon un autre mode de realisation de 1'invention, on peut mettre en oeuvre un analogue 
30 attenue pr&entant encore une fonction toxique mais moindre par rapport a la substance 
toxique native. Tout mutant presentant une activite degradative attenuee peut etre utilise 
dans le cadre de Hnvention. Dans ce contexte, on peut mettre en oeuvre un mutant attenue 
d*une ribonuclease presentant une activite attenuee d f un facteur 10 a 10 6 ou mieux 10 a 10 5 
et, de maitiere tout k fait preferee, I0 2 a 10 4 par rapport a la ribonuclease native dont il 
35 derive. Cette variante est fondee sur Timportante toxicite des ribonucleases k 1'egard des 
ARNs cellulaires, ce qui rend difficile les etapes de "construction moleculaire. A titre 
d'exemples, on peut citer les mutants attenues de la barnase K27A (Mossakowska et al., 
1989, Biochemistry, 25, 3843-3850) et K27A, L89F (Natsoulis et Boeke, 1991, Nature, 
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352, 1632-1635). L'activite nuclease peut etre evaluee conformement a la methode decrite 
par Shapiro et aL (1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84 y 8783-8787). Bien entendu, il est 
possible de la mesurer egalement par d'autres techniques, comme celle indiquee dans 
I'exemple 2. 

5 

Une construction particulierement prefdree consiste a inclure la sequence nucleotidique 
codant pour ladite substance toxique ou immunopotentiatrice en 5* ou en 3' de la sequence 
nucleotidique codant pourtout ou partie d'un anticorps. On prefere notamment le cas ou die 
est introduite en aval de la sequence codant pour la chame lourde d'un anticorps, cette 

1 0 demiere etant deletee du codon stop de la traduction et la fusion se faisant dans le bon cadre 
de lecture. La fusion de deux sequences de maniere operationnelle constitue une technique 
classique de biologie moleculaire a la portee de ITiomme de I'art. Par ailleurs, on peut inclure 
au niveau de la fusion une sequence de liaison capable d'etre clivee au sein de la cellule cible 
pour liberer la toxine. Dans ce contexte, le terme "sequence nucleotidique exogene" fait 

1 5 reference a une sequence codant pour tout ou partie d'un anticorps eventuellement fusionne 
a ladite substance. 



Bien entendu, ladite sequence nucleotidique exogene est placee sous le controle des 
elements necessaires a son expression. Par "elements necessaires", on entend I'ensemble des 
20 elements necessaires a sa transcription en ARN messager (ARNm) et a la traduction de ce 
dernier en proteine. Parmi les elements necessaires a la transcription, le promoteur revet une 
importance particuliere. D'une facon generate, on aura recours a un promoteur fonctionnel 
dans une cellule encaryote et notamment humaine. II peut s'agir d'un promoteur constitutif 
ou d'un promoteur regulable et il peut etre isole d'un gene quelconque d'origine eucaryote 

25 ou virale. Par ailleurs, un promoteur en usage dans la presente invention, peut etre modifie 
de maniere a contenir des sequences regulatrices comme des sequences activatrices de type 
"enhancer". Alternativement, on peut employer un promoteur derive des genes 
d'immunoglobulines lorsque Ton cherche a cibler une cellule note lymphocytaire. Neanmoins, 
on preferera avoir recours a un promoteur constitutif permettant une expression dans un 

30 grand nombre de types cellulaires et, notamment, un promoteur d'un gene de maintenance 
comme le promoteur du gene TK-HSV-1, le promoteur adenoviral El A, MLP (pour Major 
Late promoter en anglais), le promoteur PGK (phosphoglycerate kinase) murin ou humain, 
le promoteur du gene p-actine de rat (ACT), le promoteur HPRT (Hypoxantyl 
Phosphoribosyl Transferase), le promoteur HMG (Hydroxymethyl - Glutaryl coenzyme-A), 

35 le promoteur RSV (Rous Sarcoma Virus), le promoteur precoce du virus SV40 (Simian 
Virus) ou encore le promoteur DHFR (Dihydrofolate Reductase). A titre indicatif, lorsque 
la sequence nucleotidique est incorporee dans un vecteur retroviral, le LTR 5' peut etre 
utilise comme promoteur. Cependant, on prefere tout particulierement avoir recours a un 
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promoteur non retroviral interne, tels que ceux specifies auparavant. 

La sequence nucleotidique exogene peut en outre contenir d'autres elements contribuant a 
son expression tant au niveau de la transcription que de la traduction, notamment une 
5 sequence intronique bordee par les signaux d'epissage adequates, une sequence de 
localisation nucleaire, une sequence d*initiation de la traduction, les dements de terminaison 
de la transcription (signal de polyadenyiation), et/ou une sequence codant pour un signal de 
secretion. Cette derni&re peut etre homologue c'est a dire issue du gene codant pour 
I'anticorps en question ou heterologue c'est a dire derivee d'un gene quelconque codant pour 
10 un precurseur d'un produit d'expression secrete. Le choix de tels elements est large et a la 
portee de lTtomme de Tart. 

Aux fins de la presente invention, la s&juence nucleotidique exogene munie des elements 
nicessaires a son expression est introduite dans une cellule hote pour donner une cellule 

15 g&ietiquement modifiee. Tous les protocoles permettant d'introduire un acide nucleique 
dans une cellule peuvent etre employes, comme par exemple la precipitation au phosphate 
de calcium, la technique du DEAE dcxtran, I'injection directe de 1'acide nucleique dans la 
cellule h6te, le bombardement de microparticules d'or couvertes d'acide nucleique ou encore 
1'utilisation de liposomes ou de lipides cationiques. Toutefois dans le cadre de la presente 

20 invention, la sequence nucleotidique exogene est de preference inseree dans un vecteur 
d'expression. En particulier, il peut etre de type plasmidique ou derive d'un virus animal et 
notamment d'un retrovirus, d'un adenovirus, d'un virus associe a 1'adenovirus ou d'un virus 
de llierpis. Toutefois, on prefere employer un vecteur integratif Le choix d'un tel vecteur 
est large et les techniques de clonage dans le vecteur retenu sont & la portee de I'homme de 

25 Part. De merne, il connaTt le procede a mettre en oeuvre pour generer des particules virales 
infectieuses. 

Un premier vecteur particulierement adapte a la presente invention est un vecteur adenoviral 
(voir ci-aprts). 

30 

Selon une autre alternative egalement avantageuse, on met en oeuvre un vecteur retroviral 
Les nombreux vecteurs decrits dans la litterature peuvent etre employes dans le cadre de la 
presente invention et notamment ceux derives du virus de la leucemie murine de Moloney 
(MoMuLV) ou de Friend (FrMuLV). De maniere generale, un vecteur retroviral en usage 
35 dans la presente invention est delete de tout ou partie des genes viraux gag, pol et/ou env 
et comprend un LTR 5', une region d'encapsidation et un LTR 3'. La sequence nucleotidique 
exogene est ins6ree de preference en aval de la region d'encapsidation. La propagation d'un 
tel vecteur necessite 1'emploi de lignees de complementation decrites dans Tart anterieur, 
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telles que les lignees CRE, GP+E-86, PG13, Psi Env-am-12, pA317 et psi-CRIP. 

Selon un mode de realisation prefere et s'agissant de produire un anticoips autre que simple 
chaine (comprenant par exemple deux chaTnes proteiques lourdes et legeres), on prefere 
5 avoir recours a un vecteur dicistronique permettant la synthese des deux produits de 
traduction a partir d'un ARNm unique. L'initiation de la traduction du deuxieme produit de 
traduction est, de preference, assuree par un site IRES (pour Internal Ribosome Entry Site 
en anglais c'est a dire un site interne d'entree des ribosomes). A ce jour, un certain nombre 
de sites IRES ont ete identifies et on peut citer celui du virus de la polyomelite (Pelletier et 
10 ai, 1988, Mol. Cell. Biol.. 8, 1 103-1 1 12), de l'EMCV (EncephalomyocardiUs Virus) (Jang 
et al., J. Virol., 1988, 62, 2636-2643) ou ceux decrits dans la demande Internationale 
WO93/03143. Mais d'autres sites IRES peuvent egalement etre employes. Ce type de 
construction peut etre adapte a tout vecteur en usage dans le cadre de 1'invention. 

15 Un des vecteurs preferes dans le cadre de la presente invention est un vecteur retroviral qui 
comprend de 5' vers 3' : 

(a) un LTR 5' derive d'un retrovirus, 

(b) une region d'encapsidation, 

20 (c) une sequence nucleotidique exogene comprenant : 
un promoteur interne, 

une premiere sequence codant pour la chaine lourde d'un anticorps, 
un site d'initiation de 1'entree des ribosomes, 

une deuxieme sequence codant pour la chame legere d'un anticorps, et 
25 (d) un LTR 3' derive d'un retrovirus. 

Un autre vecteur retroviral prefere comprend une sequence nucleotidique exogene pourvue 
du promoteur PGK murin suivi d'une premiere sequence codant pour les domaines I et II 
extracellulaires de la molecule CD4 et d'une seconde sequence fusionnee en phase a la 
30 premiere et codant pour le segment y3 de la chaine lourde de I'anticorps 2F5 (sCD4-2F5) 
et, demaniereoptionnelle, d'une troisieme sequence codant pour 1'angiogenine humaine liee 
a la seconde d'une maniere operationnelle. 

II va sans dire que l'ordre des premieres, deuxiemes et troisiemes sequences peut etre 
35 inverse. Par ailleurs, comme indique precedemment, la sequence nucleotidique exogene peut 
comprendre une sequence codant pour une substance toxique ou immunopotentiatrice. 
Celle-ci sera preferentiellement inseree en aval de la premiere sequence codant pour la 
chaine lourde d'un anticorps. Cependant, la presente invention n'est pas limitee a ce mode 
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de realisation specifique. 

Par ailleurs, un vecteur en usage dans le cadre de Invention peut egalement contenir 
d'autres elements, par exemple, un g£ne codant pour un marqueur de selection permettant 
5 de selectionner ou d'identifier les cellules botes transferees. On peut citer ie gene neo 
confidant une resistance 4 Tantibiotique G418, le gene dhfr y le gene CAT (chloramphenicol 
Acetyl Transferase), le gene puromycine acetyl-transferase (pac ou PURO) ou encore le 
gene gpt (xanthine guanine phosphoribosyl transferase). 

10 Une cellule genetiquement modifiee est de preference choisie de maniere k etre toleree par 
le systeme immunitaire de l'organisme h6te dans lequel on envisage de greffer un implant 
selon invention. Dans ce contexte, on pr&fere tout particulierement une cellule non- 
tumorale et transfectable. II peut notamment s'agir de cellules autologues f>relevees ou 
derivees de cet organisme hote mats aussi de cellules pouvant etre tolerees suite a un 

15 traitement adequat chimique ou genetique (on peut par exemple envisager de reprimer 
Fexpression des antigenes de surface normalement reconnus par le systeme immunitaire de 
Torganisme bote). On peut egalement employer une cellule syngenique ou une cellule 
allogenique du meme haplotype que Torganisme hote en ce qui conceme les antigenes de 
classe II du complexe majeur d'histocompatibilite. 

20 

De maniere preferee, une cellule genetiquement modifiee resulte de Introduction de la 
sequence nucleotidique exogene dans des fibroblastes autologues et, en particulier, des 
fibroblastes prelevfe de la peau d'un oi^arasme hote. Mais d'autres types celluiaires peuvent 
etre utilises, cornme les cellules endothdliales, les myoblastes, les lymphocytes et les 
25 hepatocytes. Bien que cela ne soit pas un mode de realisation prefere, on peut aussi avoir 
recours a des cellules tumorales (eventuellement attenuees par radiotherapie) prelevees d'un 
organisme h6te presentant des tumeurs, pour modifier leur patrimoine genetique et les 
rendre aptes a inhiber ou ralentir la progression tumorale. 

30 Avantageusement, un implant selon finvention comprend de 10 6 & 1 0 12 , de preference de 1 0 7 
a 10 11 et, de maniere tout a fait preferee de 10* a 10 10 cellules genetiquement modifiees. 

La presente invention concerne egalement une methode de preparation d'un implant selon 
Tinvention dans laquelle on met en presence les cellules genetiquement modifiees et une 
35 matrice extracellulaire. Differentes techniques peuvent etre mises en oeuvre pour generer 
un implant selon rinvention. On prefere proceder de la fa^on suivante : les cellules 
genetiquement modifiees sont mises en contact d'une solution de collagene liquide, de 
preference de type I, d'un support biocompatible constitue par exemple de fibres 
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synthetiques de Gore-Tex revetues de collagene et d'au moins un facteur de croissance 
angiogenique, par exemple le bFGF ou le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 
L'ensemble est place a 37»C afin que la solution de collagene forme un gel avec un maillage 
dense qui englobe les cellules puis cultive 4 a 5 jours //, vitro afin de permettre aux cellules 
5 genetiquement modifiers de coloniser 1'implant. II est souhaitable d'effectuer la derniere 
&ape de culture dans un milieu contenant au moins un facteur angiogenique ou une 
combmaison de deux ou plus. D'une maniere generale, les techniques qui permettent de 
generer un implant et les conditions de culture sont connues de rhomme du metier. 
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Un implant selon I'invention est destine a etre greffe dans un organisme hote, animal ou, de 
preference, humain afin d'y produire un efFet therapeutique (curatif et/ou preventif) Greffe 
a un animal de laboratoire, il permettra notamment d'evaluer les protocoles therapeutique* 
apphcables a I'homme. Le site de reimplantation est, de preference, la cavite peritonei ou 
sous cutane, intra-rachidien ou encore intra-abdominal. 



Uinvention s'etend egalement a 1'usage therapeutique d'un implant selon I'invention pour la 
preparation dWe composition pharmaceutique destinee plus particulierement au traitement 
et/ou a la prevention d'une maladie acquise comme le cancer ou une maladie infectieuse 
causee par un microorganisme pathogene (virus, parasite ou bacterie). Elle s'adresse 
20 notamment au traitement: 

du cancer de 1-uterus induit par un papilloma virus contre lequel on mettra en oeuvre 
un implant comprenant des fibroblastes autologues dans lesquels on a introduit une 
sequence codant pour un anticorps anti E6 ou E7 de HPV (en particuiier de tvoe 16 
25 oul8), JK 

du cancer du sein en mettant en oeuvre un anticorps anti-MUCl, 



30 



du SIDA en mettant en oeuvre un anticorps dirige contre un epitope de la 
glycoproteine d'enveloppe conserve dans de nombreux isolats, 

de I'hepatite en mettant en oeuvre un anticorps dirige contre un epitope du virus de 
I'hepatite B ou C. 

35 Bien entendu, ces anticorps peuvent etre modifies par fusion notamment a Tangiogenine la 
barnase ou la TK-HSV-1 . 

L'invention est egalement relative a une methode de traitement ou de prevention des 
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maladies acquises selon laquelle on gen£re in vitro un implant selon Tinvention et on le 
greffe a un patient ayant besoin d f un tel traitement. Les sites de reimplantation peuvent etre 
varies comme mentionni precedemment. Une fbis que Teffet therapeutique desire est obtenu, 
il suffit de retirer chirurgicalement 1'implant du patient. 

5 

Naturellement, les modalites du protocole therapeutique doivent etre mises au point par le 
clinicien en fonction du patient et de la maladie a traiter. Ce protocole peut etre sujet i de 
nombreuses variantes comme le nombre d'implants selon Tinvention a greffer, le site 
d'implantation et le type d'anticorps secrete ainsi que le niveau d'expression. A titre 

10 purement indicatif, on prefere un niveau d'expression dans le serum du patient d'au moins 
50 ng/ml d'anticorps fonctionnel, avantageusement d'au moins 100 ng/ml, de preference d'au 
moins 200 ng/ml et, de maniere tout a fait preferee, d'au moins 500 ng/ml. Un anticorps 
fonctionnel est un anticorps capable de reconnaltre Pantigene contre lequel il est dirige. La 
fonctionnalite peut etre mise en evidence par exemple par ELISA ou FACS. D'autre part, 

1 5 lorsque Ton met en oeuvre un anticorps fusionne a la TK-HSV-1 , il est souhaitable d'inclure 
dans le protocole therapeutique Tadministration d'acyclovir ou de ganciclovir afin que son 
effet toxique puisse s'exercer. 

Par ailleurs, la pr&ente invention concerne 6galement un vecteur adenoviral recombinant 
20 comprenant une sequence nucleotidique exogene codant pour tout ou partie d'une ou 
plusieurs proteine(s) capable(s) de former un multimere dans une cellule hote et, de 
preference, un dimere ou un tetramere. Aux fins de la presente invention, un vecteur 
adenoviral recombinant selon (Invention peut etre utilise seul pour lutter contre une infection 
induite par un organisme pathogene ou I'&ablissement/propagation d'une tumeur dans un 
25 organisme ou une cellule hdte. Selon un mode de realisation tout a fait prefere, un vecteur 
adenoviral recombinant selon Hnvention comprend une sequence nucleotidique exogene telle 
que dSfinie precedemment (destinee a exprimer un anticorps ou un de ses derives tels qu'un 
fragment, un anticorps chimerique, modifie....)- 

30 Un vecteur adenoviral recombinant selon Tinvention derive, de preference, d'un adenovirus 
humain de serotype C et, plus particulierement, de type 2, 5 ou 7. Cependant, on peut 
egalement avoir recours a d'autres adenovirus, notamment d'origine animale (canine, bovine, 
murine, aviaire, ovine, porcine ou simienne) ou a un hybride entre des especes variees. On 
peut citer plus particulierement les adenovirus canins CAV-1 ou CAV-2, aviaires DAV ou 

35 encore bovins Bad de type 3 (Zakharchuk et al., 1993, Arch. Virol., I28> 171-176 ; Spibey 
et Cavanagh, 1989, J. Gen. ViroL, 70, 165-172 ; Jouvenne et al., 1987, Gene, 60, 21-28 ; 
Mittal et al., 1995, J. Gen. Virol, 76, 93-102). La technologie generale concernant les 
adenovirus est divulguee dans Graham et Prevec (1991, Methods in Mol. Biol., Vol 7, Gene 
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Transfer and Expression Protocols, Ed : Murray, The Human Press Inc., pl09-l 18). 

Un mode de realisation avantageux de la presente invention consiste a mettre en oeuvre un 
vecteur defectif pour une ou phisieurs fonction(s) virale(s) essentielle(s) a la replication, du 
5 fait de la deletion ou la non-fonctionnalite d'un ou plusieurs genes viraux codant pour ladite 
fonctioa Un tel vecteur, incapable de replication autonome, sera propage dans une cellule 
de complementation capable de foumir en trans les proteines, precoces et/ou tardives, qu'il 
ne peut lui meme produire et qui sont necessaires a la constitution d'une particule virale 
infectieuse. Ce dernier terme designe une particule virale ayant la capacite d'infecter une 

10 cellule hdte et try 6ire penetrer le genome viral. A titre illustratif, pour propager un vecteur 
adenoviral defectif pour la fonction El, on aura recours a une cellule de complementation 
telle que la lignee 293 capable de foumir en trans 1'ensemble des proteines codees par la 
region El (Graham et al., 1977, J. Gen. Vuol. 36, 59-72). Bien entendu, un vecteur selon 
Knvention peut comporter des deletions supplementaires, notamment dans la region E3 non 

15 essentielle afin d'accroftre les capacites de clonage mais egalement dans les regions E2, E4, 
L1-L5 essentieUes (voir la demande Internationale W094/28152). Les fonctions defectives 
peuvent etre complementees a I'aide d'une lignee cellulaire ou d'un virus auxiliaire. 

Un vecteur adenoviral prefere selon Invention est delete de la majorite des regions El et 
20 E3 et porte, a la place de la region El, une cassette d'expression comprenant : 

(a) un promoteur, I'intron du gene de la p-globine humaine (BGL), les sequences codant 
pour la chaTne legere du 2F5, Ie site IRES du virus EMCV et la chame lourde du 2F5 puis 
le site de polyadenylation du gene de la P-globine humaine, ou 

(b) un promoteur, rintron du gene de la p-globine humaine, les sequences codant pour la 
25 molecule sCD4-2F5 eventuellement fiisionnee en C-terminal et dans le meme cadre de 

lecture a 1'angiogenine humaine. 

Parmi les promoteurs envisageables dans le cadre de la presente invention, on peut citer le 
promoteur precoce adenoviral E1A, le promoteur tardif MLP (Major Late Promoter), le 
promoteur murin ou humain PGK (Phosphoglycerate kinase), le promoteur precoce du vims 
SV40, le promoteur du virus RSV (Rous Sarcoma virus), un promoteur actif specifiquement 
dans les cellules tumorales et enfin un promoteur actif specifiquement dans les cellules 
infect ees. 

35 L'invention a egalement trait a une particule adenovirale infectieuse ainsi qu'a une cellule 
bote eucaryote comprenant un vecteur adenoviral recombinant selon Invention. Ladite 
cellule hote est avantageusement une cellule de mammifere et, de preference, une cellule 
humaine et peut comprendre ledit vecteur sous forme integree dans le genome ou non 
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int6gr6e (6pisome). II peut s'agir tfune cellule primaire ou tumorale d'une origine 
hematopoietique (cellule souche totipotente, leucocyte, lymphocyte, monocyte ou 
macrophage...)* musculaire, hepatique, epitheliale ou fibroblaste. 

5 Une particule virale infectieuse selon invention peut etre preparee selon toute technique 
conventionnelle dans le domaine de Tart (Graham et Prevect, 1991, supra), par exemple, par 
co-transfection d'un vecteur et d'un fragment adenoviral dans une cellule appropriee ou 
encore par le moyen d'un virus auxiliaire fournissant en tram les fonctions virales non 
fonctionnelles. II est egalement envisageable de generer le vecteur viral /// vitro dans 
10 Escherichia coli (E. coii) par ligation ou encore recombinaison homologue (voir par 
exemple la demande fran$aise 94 14470). 

L'invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique comprenant a titre 
d'agent therapeutique ou prophylactique, un vecteur adenoviral, une particule virale 
15 infectieuse ou une cellule bote eucaryote selon llnvention en association avec un support 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique. La composition selon invention est en 
particulier, destinee au traitement preventif ou curatif de maladies acquises telles que les 
cancers, les maladies virales comme le SIDA, ITiepatite B ou C ou les infections virales 
recurrentes provoquees par le virus de Fherpes. 

20 

Une composition pharmaceutique selon invention peut etre fabriquee de maniere 
conventionnelle. En particulier, on associe une quantite therapeutiquement efficace d'un 
agent therapeutique ou prophylactique a un support tel qu'un diluant. Une composition selon 
I'invention peut €tre administree par voie locale, systemique ou par aerosol. On prefera 

25 notamment radministration intramusculaire, intratumorale, intrapulmonaire et, tout 
particulierement, Hnjection intraveineuse. L'administration peut avoir lieu en dose unique 
ou repetfe une ou phisieurs fois apres un certain delai d'intervalle. La voie d'administration 
et le dosage appropries varient en fonction de divers parametres, par exemple, de Pindividu 
ou de la maladie a traiter ou encore du ou des gene(s) d'interet a transferer. En particulier, 

30 les particules virales selon Pinvention peuvent etre formulees sous forme de doses comprises 
entre 10 4 et 10 M ufp (unites formant des plages), avantageusement 10 5 et 10 13 ufp et, de 
preference, 10 6 et 10 n ufp. La formulation peut egalement inclure un adjuvant ou un 
excipient acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

35 Enfin, la presente invention est relative a l'usage therapeutique ou prophylactique d'un 
vecteur adenoviral, d'une particule virale infectieuse ou d'une cellule hote eucaryote selon 
rinvention pour la preparation d'un medicament destine au traitement du corps humain ou 
animal et, preferentiellement, par therapie genique. Selon une premiere possibility le 
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med.cament peut etre administre directement /// vivo (par exemple par injection 
intravemeuse, dans une tumeur accessible, dans les poumons par aerosol...). On peut 
egalement adopter J'approche ex vivo qui consiste a prelever des cellules du patient (cellules 
souches de la moelle osseuse, lymphocytes du sang peripherique, cellules musculaires ) 
5 a les infecter in vitro selon les techniques de l'art et a les readminister au patient. 

L'invention est egalement relative a une methode de traitement ou de prevention des 
maladies acquises selon laquelle on administre une quantite therapeutiquement efficace d'un 
vecteur adenoviral recombinant, d tore particule adenovirale infectieuse ou dHine cellule bote 
1 0 selon l'invention a un patient ayant besoin d'un tel traitement. 

L'invention est illustree sans pour autant etre limitee par les exemples suivants et par 
reference aux figures suivantes : 

15 La figure 1 est une representation schematique de la structure d'un anticorps et des 
fragments F(ab) et Fc. 

La Figure 2 est une representation schematique du vecteur pTG4370 permettant l'expression 
de l'anticorps 2F5. 

20 

La Figure 3 est une representation schematique du vecteur pTG6356 permettant l'expression 
de l'anticorps 1 7-1-A couple a la barnase native. 

IaFigu^estunerepre^^ permettant l'expression 

25 de l'anticorps 17-1-A couple a la barnase attenuee K27A. 

La Figure 5 est une representation schematique du vecteur pTG6355 permettant l'expression 
de l'anticorps 17-1-A. 

30 La Figure 6 est une representation schematique de la structure de la proteine membranaire 
CD4. 
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La Figure 7 est une representation du schema de construction des sequences codant pour 
la molecule hybride sCD4-2F5. 

La Figure 8 est une representation schematique du vecteur retroviral pTG8338 permettant 
l'expression de la molecule hybride sCD4-2F5. 
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La Figure 9 est une representation schematique du vecteur pTG8373 comportant les 
sequences cod ant pour la molecule de fusion sCD4-2F5-Angiogenine. 

La Figure 10 est une representation schematique du vecteur adenoviral pTG83S7 permettant 
5 1'expression de la molecule hybride SCD4-2F5. 

La Figure 1 1 est une representation schematique du vecteur adenoviral pTG8376 permettant 
Pexpression de la molecule de fusion sCD4-2F5-Angiogenine. 

10 EXEMPLES 

Les constructions ci-apres decrites sont realisees selon les techniques generates de genie 
genetique et de clonage moieculaire detaillees dans Maniatis et al. (1989, Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) ou selon les 

15 recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un kit commercial. En ce qui concerne la 
reparation des sites de restriction, le remplissage des extremites 5' protuberantes peut etre 
realise a faide du fragment Klenow de l'ADN polymerase ^Escherichia colt (K Coli) et la 
destruction des extremites 3' protuberantes en presence de l'ADN polymerase du phage T4 
ou par traitement par la nuclease SI suivi d'une reparation par la Klenow. Les techniques 

20 de PCR sont connues de Phomme de Tart et abondamment decrites dans PCR Protocols, a 
guide to methods and applications (Ed : Innis, Gelfend, Sninsky et White, Academic Press, 
Inc.). 

Les etapes de clonage mettant en oeuvre des plasmides bacteriens sont effectuees de 
25 preference par passage dans la souche & coli XL 1 -Blue (Stratagene), et celles concernant 
des vecteurs derives du phage M13 dans E. coli NM522. On realise les mutageneses par 
oligodesoxynucleotides synthetiques a Taide d'un kit d'origine commerciale (par exemple 
Amersham, RPN1523) et selon les recommandations du fabricant. 

30 

Exemple 1 : Preparation d'un implant secretant Ta nticorps 2F5 et destine a une 

immunQthgrapie anti SID A 

A. Construction d'un vecteur retroviral dicistronique pour Texpression 
35 et la secretion de Tanticorps 2F5 anti VIH. 

Le vecteur a la base des constructions est le pLXSP qui derive de pLXSN (Miller et 
Rosman, 1989, BioTechniques, 7, 980-988). Ce dernier est un vecteur retroviral qui 
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comprend le LTR 5* du MoMuSV (Moloney Murine Sarcoma Virus), une region 
d'encapsidation retrovirale, des sites multiples de restriction, le gene mo de resistance a la 
neomycine sous le controle du promoteur SV40 et le LTR 3* du MoMuLV. Le vecteur 
pLXSP est obtenu apres, d*une part, remplacement du fragment Nhel - Kpnl du LTR 3* de 
5 pLXSN par un fragment analogue provenant du LTR 3' MPSV (Myelo Proliferative 
Sarcoma Virus) isole du vecteur pMPSV.H-2K.IL-2R (Takeda et ah, 1988, Growth 
Factors, A 59-66) et, d'autre part, introduction du gene de resistance puromycine en 
remplacement du gene mo. Le gene puromycine est obtenu de pBabe Puro decrit dans 
Morgenstern et Land (1990, Nucleic Acids Res., 18, 3587-3596). 

10 

Le vecteur pLXSP est digere par EcoRl et Hpal et on y introduit un fragment EcoRI-Psil 
(aprts reparation du site PstI) isote de pKJ-1 (Adra et al, 1987, Gene, 60, 65-74). Ce 
fragment porte le promoteur du gene PGK de souris. Apres ligation, on obtient le vecteur 
pTG2663. Celui-ci est soumis & une digestion par les enzymes C/al et BamlU afin d*eliminer 
15 la cassette ^expression du gene puromycine. Apres traitement a la Klenow et ligation, on 
obtient le vecteur pTG2673 dans lequel le site BamlU est reconstitue. 

Le vecteur pTG2676 est obtenu par clonage du fragment Hindlll-EcoRI comprenant 
TADNc codant pour la chaine legere (LC) de Tanticorps monoclonal 2F5 dans le plasmide 

20 Bluescript SK+ (Stratag&ie). II peut-etre clone par PCR d'une banque d'ADNc issue 
d'ARNm de rhybridome 2F5 (Buchacher et al., 1994, AIDS Research and Human 
Retroviruses, 70, 359-369 ; Katinger, 1992, Septieme Colloque des Cent Gardes, 299-303) 
en utilisant des amorces adequates complementaires aux sequences entourant le codon 
initiateur de la traduction et le codon stop, telles que les amorces OTG5168 et OTG5169 

25 (SEQ ID NO: 1 et 2). On isole du pTG2676 un fragment Xhol-Bamm portant l'ADNc LC 
2F5 lequel est insere dans le vecteur pTG2673 prealablement digere par les memes enzymes, 
pour generer pTG4336. 

Ce dernier est linearise par l'enzyme Ncol et soumis a une ligation avec, d ! une part, le 
30 fragment NcoVEcoRl provenant du pTG2677 et portant TADNc codant pour la chaine 
lourde (HC) de Tanticorps 2F5 et, d'autre part, le fragment EcdRl-Ncol purifie de pTG4369 
et portant le site IRES de EMCV. Le vecteur pTG2677 est un pBluescript SK+ dans lequel 
on a introduit entre les sites Hindlll et EcoRl TADNc HC 2F5 portant les memes 
extremites. Ce dernier a ete obtenu par PCR de la banque precedente a Taide des amorces 
35 OTG5170 et OTG5171 (SEQ ID NO: 3 et 4). Quant au vecteur pTG4369, il provient du 
clonage egalement dans le pBluescript SK+, du fragment Xba\-Cla\ correspondant a TIRES 
EMCV (Jang et al, 1988, supra). La triple ligation genere le vecteur pTG4370 (Figure 2). 
On peut, de maniere optionnelle, reintroduire la cassette d'expression du gene puromycine 
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dans la partie plasmidique dc pTG4370 afin de faciliter les etapes de selection. On obtient 
pTG6368. 

On genire des particules virales infectieuses de la fa$on suivantc : 

5 

La lignee de complementation ecotrope GP+E-86 (Markowitz et al., 1988, J. Virol., 62 % 
1 120-1 124) et les cellules cibles NIH3T3 (cellules fibroblastiques de souris) disponibles a 
1'ATCC, sont cukivees a 37°C en presence de 5% de C0 2 dans du milieu DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) contenant 10% de serum de veau foetal (SVF) 

10 (GibcoBRL), 1 mM Glutamine, 1 % d'acides amines non essentiels et 40 pg/1 de 
gentamycine (milieu DMEM complet). La veille de la transfection, les cellules GP+E-86 
sont mises en culture a raison de 5 x 10 3 cellules par boite de 10cm. Le lendemain, 20 pg de 
plasmide pTG4370 linearis6 et 1 pg de vedeur de selection (par exemple le vecteur pLXSP 
portant le gene de resistance a la puromycine) sont transfectes selon la methode 

15 traditionnelle au phosphate de calcium. Le jour suivant (J+l ) les cellules sont lavees selon 
les m&hodes de Tart et placees dans un milieu neuf pendant 48 heures, avant d'etre cultivees 
a partir de J+3 en milieu selectif (5 pg/ml de puromycine). 

Au terme d'environ 2 semaines de selection, des clones cellulaires resistants a Tantibiotique 
20 sont visibles sur borte. lis sont isoles selon les techniques de Tart et les cellules resuspendues 
en milieu selectif dans des plaques de culture & 96 puits. On selectionne les clones meilleurs 
producteurs d'anticorps en mettant en oeuvre la methode ELISA decrite ci-apres et on titre 
les surnageants sur cellules cibles NIH3T3. Pour ce faire, la veille de I'infection, celles-ci 
sont ensemencees a 10* cellules par puit. Les infections virales sont effectuees selon le 
25 protocole classique decrit dans la litterature. La methode de titration est celle dite du point 
limite. La methode ELISA permet de titrer la quantite d'anticorps fonctionnels 2F5 
reconnaissant 1'epitope cible (ELDKWAS). Celui-ci est synthetise chimiquement. 

Brievement, une solution de peptide (2 mg/ml) est diluee 2000 fois dans un tampon (Na 2 
30 C0 3 15mM, NaHCOj 35mM, pH 9,6) et 100 pi sont deposes au fond de chaque puit d'une 
plaque de microtitration et incubes a 4°C pendant 16h. Apres des lavages extensifs dans un 
tampon PBS, 0,05 % Tween-20, les puits sont satures par 50 pi de BSA 1 % dissoute dans 
un tampon PBS Ih a 37°C. Apres lavage, on ajoute 100 pi de Techantillon a tester ou d'une 
solution d'etalonnage. La plaque est incubee 2h a temperature ambiante et lavee 
35 extensivement avec le tampon PBS-Tween 20. Puis on ajoute 100 pi d'un anttcorps de 
chevre anti IgG humaine conjugue A la peroxydase (concentration 0,8 mg/ml ; Jackson 
Immuno Research Laboratories Inc, PA) dilu6 1000 fois dans un tampon PBS, 1 % BSA. 
Apres 2 heures a temperature ambiante et lavages extensifs* 1'activite enzymatique 
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peroxydase est revelee par addition de 100 ul de la preparation suivante (Najffi^ 0,066 M, 
CJi s 0 7 0.035M pH5, 0,04 % d'orthophenylendiamine et 0,014 % de peroxyde 
(fhydrogene). La reaction est stoppee par 150 ul de H 2 S0 4 1M. L'absorbance est mesuree 
a 490 nm. 

5 

La solution d'etaJonnage est obtenue soit d'une source commerciale (Virus Testing Systems, 
Houston) ou d'un surnageant tfhybridome concentre sur Centricon. La solution d'anticorps 
(1 ug/ml) est diluee de 2 en 2 dans du serum de veau foetal. L'absorbance est mesuree pour 
chacune des dilutions et la courbe d'etalonnage est etablie (ng d'anticorps en fonction de 
1 0 l'absorbance). On determine ainsi les clones les plus producteurs. 

B. Preparation de 1'implant 



15 



30 



1/ Prelevement et mise en culture de fibroblastes primaires. 



Les biopsies de peau sont effectudes sur des souriceaux femelles BALB/C de 2 a 3 jours. 
Mais d'autres lignees de souris peuvent egalement convenir. Apres une dissociation 
mecanique grossiere, on place le prelevement dans 30 ml de milieu DMEM complet en 
presence de 5000 unites de dispase (Collaborative Medical Products) et de 1 % de 

20 collagenase (Sigma). Apres 2 heures a 37°C, on dilue le melange et les cellules sont 
recoltees par centrifugation, lavees soigneusement avant d'etre resuspendues dans du milieu 
RPMI 1640 (Gibco BRL). Apres environ une semaine de culture, les fibroblastes primaires 
sont infectes par les surnageants de culture des clones producteurs selectionnes comme a 
l'etape precedente (A) selon le protocole classique. On peut egalement reimplanter des 

25 cellules fibroblastiques NIH3T3 a titre de modele. Elles sont cultivees comme indiquees 
precedemment et infectees de maniere conventionnelle. La presence de I'anticorps 2F5 dans 
les surnageants de cellules NIH3T3 infectees par un des clones producteurs, a ete suivie par 
test ELISA et a ete evaluee a 500 ng/ml/24h soit une productivite de plus de I ug/10 6 
cellules /24h. 



21 Preparation d'un neo-organe 



Les fibres de PTFE prealablement autoclavees (Gore Inc. AZ) sont tout d'abord mises en 
presence d'une solution de collagene de queue de rat (solution a 0,5 mg/ml dans de l'acide 
35 acetique 0,1 N) pendant 2 heures et sous vide. Elles sont ensuite etalees au fond d'un puit 
(plaque de 12 puits), sterilisees aux UV, rehydratees par du tampon PBS pendant une nuit 
avant d'etre trahees 2 heures a temperature ambiante par des facteurs angiogeniques ( 1 0 ml 
de PBS contenant 2 ug de bFGF et 1 ug de VEGF pour environ 100 mg de fibres). 
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Parallelement, les fibroblastes (primaires ou NIH3T3) infectes sont trypsines brievement. On 
resuspend 1,5 x 10 7 cellules dans 0,2 ml de milieu puis on ajoute 2 ml du melange suivant 
par puit: 200 pi de RPMI lOx, 24 ul de bicarbonate de sodium 7,5 %, 5 ul dTCepes 1 M, 
20 ul de Gentamycine, 20 ul de Glutamine, 2 ul de bFGF (10 ng/ul), 2 ul cTEGF (Epidermal 
5 Growth Factor) (10 ng/ul), 1,5 ml de collagene (2 mg/ml), 12 ul de NaOH (10 N) et 15 ul 
dH 2 0. Apres 30 a 60 minutes d'incubation a 37°C, on observe une polymerisation du 
melange. Celui-ci est cultive a 37°C pendant environ 4 jours, en presence, pour la derniere 
nuit, de facteurs angiogeniques (bFGF et VEGF). 

10 C. Reimplantation de 1'implant 

Un ou deux implants sont tntroduits dans la cavit6 peritoneale soit de souris femelles 
BALB/c ou de souris Swiss nude. Un mois apres leur implantation, on verifie quTIs sont 
amarres au tissu adipeux de la cavit6 abdominale et sont vascularises. Par ailleurs, des 
15 echantillons de sang sont preleves regulierement dans le mois suivant l'implantation et le 
dosage de 1'anticorps 2F5 par ELISA (selon la technique decrite prec6demment) fait 
apparaftre des valeurs de rordre de 20 ng/ml de serum dans les souris syngeniques BALB/c 
et depassant 100 ng/ml de serum dans les souris nude. Le niveau d'anticorps se maintient sur 
une periode de plus de 6 a 7 semaines apres l'implantation. 

20 

L'efficacite des anticorps 2F5 a inhiber finfection virale V1H est evaluee sur des souris SCID 
(Severe Combined Immuno Deficiency). II s'agit de souris immunodeficientes ne possedant 
ni ceDules T, ni cellules B matures qui, par ailleurs, peuvent etre humanisees par introduction 
de cellules ou de tissus humains. Ce traitement les rend infectables par le VIH (Namikawa 
25 et al., 1988, Science 242, 1684-1686) 

Un a deux neo-organes s^cretant 1'anticorps 2F5 sont implantes dans la cavite abdominale 
de souris SCID humanisees par injection intraperitoneale de cellules lymphocytaires 
humaines CEM A3 (40x 10 s cellules). 3 4 5 semaines apres la greffe, les souris sont 

30 eprouvees par le virus VIH (1000 TCID*, de VIH1 isolat Bru par voie intraveineuse). Les 
cellules sont re^perees de I'animal 3 jours post infection et mises en cultures. Le surnageant 
cellulaire est preleve a intervalles de temps regulier et I'activite reverse-transcriptase 
determinee. On constate que les cellules Bumaines sont protegees contre finfection par le 
VIH et que la protection est maintenue pendant toute la duree de 1'experience (50 jours). En 

35 effet, I'activite reverse transcriptase se situe en dessous du seuil de detection dans les souris 
greffees avec les implants secretant 1'anticorps 2F5 (comportement similaire au temoin non 
infecte). Ces donnees temoignent d'une inhibition de la replication du VIH dans les animaux 
produisant le 2F5 dans leur circulation sanguine. 



WO 96/08574 



PCT/FR95/01171 



22 

Exemple 2 : Preparation d'un implant pour une immunotherapie anti-cancer 

A. Construction du vecteur retroviral dicistronique pour l'expression et 
la secretion de I'anticorps 17-1 -A. 

5 

En premier lieu, le plasmide pBluescript SK+ est digere par Notl puis soumis a un traitement 
par le grand fragment Klenow de 1'ADN polymerase avant d'etre religue sur lui-merne. On 
genere le vecteur pTG6336 dans lequel le site Notl a ete detruit. Parallelement, TADNc 
codant pour la chaine legere de I'anticorps 1 7-1 - A est isole par PGR d'une banque d'ADNc 

10 construtte a partir d'ARNm isole des cellules de rhybridome 17-1-A (Sun et al., 1987, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 5< 214-218 ; Herlyn et al., 1979, Proc. Natl Acad. Sci. USA 7<S, 
1438-1442). A titre indicatif, cet anticorps est dirige contre un epitope de la glycoproteine 
transmembranaire GA733-2 (Szala et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 3542-3546) 
presente a la surface des cellules du carcinome colorectal humain. Le PCR met en oeuvre 

15 les amorces OTG61 14 et OTG61 15 (SEQ ID NO : 5 et 6) conges de maniere a introduire 
des sites de restriction facilitant les etapes de clonage ulterieures, respectivement les sites 
£coRI et Ncol en 5* et les sites BglU et Xbal en 3*. Apres verification sur gel d'agarose, le 
fragment PCR ainsi genere est digere par EcoRl et Xbal puts clone dans le pTG6336 entre 
ces memes sites. On genere le pTG6339. 

20 

Ce dernier est digere par EcoRl et Ncol et ligue au fragment EcdRl-Ncol de pTG4369 
portant le site IRES, pour donner pTG6343. On introduit dans ce dernier, TADNc codant 
pour la chaine lourde de Tanttcorps 17-1-A depourvue du codon stop a la place duquel on 
insere un petit espaceur codant pour les residus Gly-Gly-GIy-Gly-Ser. L'ADNc HC 17-1-A 
25 est obtenu par PCR a partir de la banque precedente d'ADNc et en mettant en oeuvre les 
oligonucleotides OTG6192 et OTG6194 (SEQ ID NO: 7 et 8). ^insertion du fragment PCR 
digere par Safl-EcoRl permet de generer le pTG6346. 

Ce dernier est linearise par Nod puis ligue a un fragment Notl portant la sequence codant 
30 pour la barnase pour donner pTG6347. Le gene codant pour la barnase est obtenu par PCR, 
a partir d'une preparation d'ADN genomique de Bacillus amyloliquefaciens et des amorces 
OTG5147 et OTG5148 (SEQ ID NO: 9 et 10). Les oligonucleotides ont ete con9US de 
maniere a introduire un site de restriction Noil en 5' du codon correspondant au premier 
acide amine de la barnase mature et en 3' du codon stop. On verifie que la sequence du 
35 fragment PCR ainsi genere est conforme a celle publiee dans Hartley (1988, J. Mol. Biol., 
202,913-915). 



Parallelement le fragment Notl est insere dans un vecteur de type M13, par exemple le 



WO 96/08574 



PCI7FR95/01171 



23 

vecteur M13TG130 (Kieny et al., 1983, Gene, 26, 91-99) dans lequel on a, au prealable, 
introduit un site Noil au sein des sites de clonage par mutagenese dirigee. La modification 
de sites de restriction par mutagenese dirigee est une technique connue de l'homme du 
metier. Le vecteur ainsi obtenu est soumis a une mutagenese dirigee a 1'aide de 
5 l'oligonucleotide OTG5299 (SEQ ID NO: 1 1), afin de modifier le residu lysine (Lys ou K) 
en position 27 de la barnase native par un residu alanine (Ala ou A). Puis on isole le 
fragment Notl modifie, qui est introduit comme precedemment dans le vecteur pTG6346 
pour donner pTG6348 . 

10 Le fragment Sail - BgHL isole du vecteur pTG6347 ou pTG6348 est transfere dans le 
vecteur pTG2673 prealablement digere parAfcoI et BamHl. On obtient respectivement les 
vecteurs pTG6356 et pTG6357 (Figures 3 et 4). 

Par ailleurs, on constmit un vecteur dicistronique contenant les sequences codant pour le 
15 HC 17-1-A, FIRES EMCV suivi de LC 17-1-A. Le fragment HC pourvu d'un codon stop 
est obtenu par PCR du vecteur pTG6346 avec les oligonucleotides OTG6192 (SEQ ID NO: 
7) et OTG6193 (SEQ ID NO: 12). Ce fragment PCR qui est muni de sites Sail et EcoRl a 
ses extremites 5' et 3' respectivement, est insere dans le vecteur pTG6343 digere par les 
memes enzymes pour donner le pTG6345. On clone le fragment Safl-Bglll de ce dernier 
20 entre les sites Xhol et BamYH du pTG2673. On obtient le vecteur pTG6355 (Figure 5). 

On gen£re des particules virales par transfection des cellules GP+E-86 avec les vecteurs 
pTG6355, pTG6356 et pTG6357 (cotransfection avec pLXSP) selon la technique decrite 
dans l'exemple 1, a la difference pres que 1'on teste les clones transfectes pour la production 

25 d'anticorps 17-1 -A comme indique ci-apres. 100 pi d'anticorps de chevre anti 
immunoglobuline murine (Southern Biotechnology) prealablement dilues 100 fois dans un 
tampon (80 mM Na 2 C0 3 , 200 mM NaHC0 3 , pH 9,6) sont repartis dans les puits d'une 
plaque de microtitration (Nunc) et incubes une nuit a 4°C. Les anticorps non adsorbes sont 
elimines par lavages extensifs avec un tampon PBS IX, 10 mM EDTA, 0,05 % Tween 20. 

30 Les puits sont satures par addition de 200 pi d'une solution PBS IX, 1 % BSA (Bovine 
Serum Albumine) lh & 37°C. Apres cette etape, la plaque est a nouveau lavee, puis la 
gamme de temoin (diluee dans du PBS IX, 1 % BSA) ou les sumageants de culture a tester 
sont deposes et incubes pendant 2 h a temperature ambiante sous agitation. Apres plusieurs 
lavages, les plaques sont incubees avec 100 pi d'un anticorps de chevre anti-Ig 2 a, (isotype 

35 du 17-1 -A), couple k la biotine (Southern Biotechnology) dilue 5000 fois dans un tampon 
PBS IX, 1 % BSA. Apres 1 h d'incubation a temperature ambiante sous agitation, 1'exces 
est elimine par 8 lavages puis on distribue 100 pi d'une solution peroxidase-streptavidine 
(Amersham), diluee 1000 fois. Apres une incubation de 45 min suivie de lavages extensifs, 
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l'activite enzymatique est revelee par addition de 1 00 pi de la solution de substrat (pour une 
plaque : 12,5 ml de tampon 25 mM citrate, 50 mM NajHPO* pH 5 ; 1 pastille de 5 mg 
d'OPD (orthophenoldiamine, Sigma) ; 5 pi d'H 2 0 2 35 %). La reaction est stoppee par 
addition de 25 ul par puit de H 2 S0 4 3 M. L'absorbance est alors lue a 490 nm. 

5 

La quantite" d'anticorps presente dans les surnageants de culture est etablie en fonction d*une 
gamme d'etalonnage preparee comme suit : les cellules de 1'hybridome 17-1-A sont injectees 
a des souris "nudes". Apres formation des ascites, on preleve le liquide d'ascite a partir 
duquel on purifie l'anticorps 17-1-A par passage sur une colonne de proteine A sepharose. 

10 II s'agit d'une technique conventionnelle a la portee de l'homme de metier. Une solution 
d'anticorps 17-1-A purifie est prdparee a une concentration de 1 pg/ml puis diluee de 2 en 
2 dans un tampon PBS. L'absorbance est mesuree pour chacune des dilutions et la courbe 
d'etalonnage est etablie (ng d'anticorps en fonction de l'absorbance). Les clones les plus 
producteurs secretent, selon le vecteur transfecte, de 200 a 900 ng d'anticorps 17-1-A/ 10* 

15 cellules/24 h. 



B. Preparation de l'implant 

Les cellules NIH3T3 sont infectees par les clones les plus producteurs (issus de la 
20 transfection des cellules GP+E-86 par les vecteurs pTG6355, pTG6356 et pTG6357) et les 
surnageants de culture testes par ELISA pour la secretion d'anticorps 17-1-A. On detecte 
un taux d'anticorps variant de 100 a 1000 ng/10 6 cellules /24 h selon les constructions. 

Par ailleurs, on verifie que l'anticorps produit reconnait 1'antigene GA733 exprime par les 
25 cellules SW948. Pour cela on met en oeuvre la technique de cytometric de flux. Les cellules 
SW948 (ATCC CCL237) sont cultivees en milieu DMEM complet. Elles sont d&achees par 
action de la trypsine, comptees puis 5xl0 5 cellules sont reparties dans des puits d'une plaque 
96 puits. Cette plaque est centrifugee 1 min a 1000 rpm, sans freins, pour culotter les 
cellules. Le surnageant est elimine puis la plaque est vortexee et les cellules resuspendues 
30 dans 100 pi de tampon FACS (PBS cationique IX, 1 % BSA 0,1 % y globulines humaines, 
5 mM EDTA). La plaque est a nouveau centrifugee et le surnageant elimine. Les cellules 
sont alors resuspendues dans le surnageant de culture a tester ou dans une dilution de 
ranticorpstemoin dans du tampon FACS et incubees 1 h a 4°C. 4 lavages sont alors realises 
dans les conditions prec&lemment decrites puis les cellules sont resuspendues dans 100 pi 
35 d'un fragment F(ab*) 2 de chevre anti immunoglobuline de souris couple a la fluoresceine 
(DTAF) (Jackson Immuno Research Laboratories) dilue 100 fois dans du tampon FACS. 
Une nouvelle incubation di h a 4°C permet aVanticorps de se fixer. L'exces est alors elimine 
par 4 lavages et les cellules sont finalement resuspendues dans 300 pi de PBS cationique 1 X 
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ava nt d'etre analyses avec un cytometre de flux FACScan (Becton Dickinson). On observe 
que tous les sumageants NIH3T3 testes (resultant de llnfection avec les 3 types de 
particules virales) secretent un anticorps capable de se fixer sur la proteine cible GA733. 

5 Dans le cas des constructions ou 1'anticorps est fusionne a la bamase ou a la version attenuee 
de celle-ci (pTG6356 et pTG6357), il est interessant de pouvoir verifier que 1'anticorps 
fusionne a une actrvite nucleasique. Pour cela, on suit la degradation d'un ARNt. 100 pi de 
sumageants a tester ou (Tune solution de RNAseA a concentration connue (a titre de temoin 
de reaction) sont ajoutes a 200 pi de 0,5 M Tris-HCI pH 7,5, 5 mM EDTA, 0,5 mg/mg de 

1 0 BSA et 1 mg/ml final d'ARNt et incubes a37°C pendant 30 min. Les tubes sont alors places 
sur glace et 700 pi d'acide perchlorique a 6 % sont ajoutes pour precipiter 1'ARNt pendant 

10 min sur glace. Une centrifugation de 10 min a vitesse maximale a 4°C permet de culoter 
l'ARNt, laissant en suspension les nucleotides libres liberes par Faction de l'enzyme. 
L'absorbance de ces nucleotides est alors lue a 260 nm. 

15 

L r implant peut etre constitue selon la methode indiquee a I'exemple 1 par incorporation de 
fibroblastes murins prirnaires ou de cellules NIH3T3 transduits avec les vecteurs pTG6355, 
pTG6356 ou pTG6357. 

20 Exemple3: pniparatinn d' u n implant secrftant une immimoadhesine et destine a une 
immiinntherapie anti-SIDA 

11 s'agit ici de produire une immunoadhesine resultant de la fusion d'une molecule "adhesive" 
liant la glycoproteine du virus VIH et d'une immunoglobuline stabilisant la structure et 

25 conferant une immunite non specifique. La partie adhesive derive de la proteine 
membranaire CD4 (structure representee a la Figure 6) dont on retient la partie N-terminale 
(sequence signal et domaines I et II de la region extracellulaire). Plusieurs etudes ont montre 
qulls sont capables a eux seuls de Her la gpl20, de bloquer l'interaction et la penetration du 
VIH dans les cellules cibles CD4* (Traunecker et al., 1988, Nature 331, 84-86 ; Deen et al., 

30 1988, Nature 331, 82-84 ; Hussey et al., 1988, Nature 331, 78-81 ; Fisher et al., 1988, 
Nature 331, 76-78). La partie immunoglobuline est constituee par la region y3 constante 
(region charniere - CH2-CH3) de 1'anticorps 2F5. La molecule hybride est designee par la 
suite sCD4-2F5. 

35 La construction est realisee de la maniere suivante (voir Figure 7) : 

Les sequences codant pour la region sCD4 (sequence signal - domaines I et II) sont isolees 
classiquement par PGR. On utilise a titre de matrice l'ADNc CD4 decrit dans la litterature 
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(obtenu a partir d'ARNm de cellules CD4*) ou un plasmide de 1'art anterieur dans lequel 
I'ADNc est clone (Jay Maddon et al., 1985, Cell 42, 93-104), que Ton hybride aux amorces 
OTG7094 et OTG7095 (SEQ ID NO: 13 et 14). La premiere permet d'introduire un site 
Xhol et des sequences consensus de type Kozak en amont de l'ATG initiateur de CD4 et la 
5 seconde porte des nucleotides correspondant d'une part a I'extremite C-termina!e du 
domaine II CD4 et, d'autre part, a rextremite N-terminale de la region chamiere du 2F5 HC. 
La reaction se deroule sur 25 cycles (1 min a 94°C, 2 min a 50°C et 3 min a 72»C). 

Les sequences codant pour ie segment y3 constant du 2F5 HC sont egalement amplifiees 
1 0 par PCR. On met en oeuvre le plasmide pTG2677 et les amorces OTG7097 et OTG7096 
(SEQ ID NO: 15 et 16). La premiere est complementaire a OTG7095 et la seconde 
recouvre le site Xmal situe au sein de la region CH3. 



Les produits PCR ainsi generes se recouvrent sur 30 pb. Us sont rehybrides et soumis a une 
15 seconde reaction d'amplification qui se deroule en 2 etapes, en premier lieu, une 
amplification lineaire pour etendre le produit rehybride (10 cycles : 1 min a 94°C, 2 min a 
37°C et 3 min a 72°C) suivie d'une amplification exponentielle en presence des amorces 
OTG7094 et OTG7096 (SEQ ID NO: 13 et 16) (20 cycles : 1 min a 94»C, 2 min a 50°C et 
3 min a 72°C). 



20 



25 



35 



Le produit final est insere entre les sites Xhol et Xmal de pTG2677 pour donner pTG8332 
afin de reconstituer la molecule sCD4-2F5 complete. Celle-ci est excisee par digestion Xhol- 
BamHl et donee en aval du promoteur PGK murin dans le vecteur pTG6368. On obtient 
pTG8338 (Figure 8). 



Les cellules NIH3T3 sont transfectees par 10 ug de pTG8338 linearise par Bgfll Deux 
jours apres, les cellules sont cultivees en concentration croissante de puromycine (5 a 75 
ug/ml). L'expression de la proteine sCD4-2F5 est verifiee par immunofluorescence en 
mettant en oeuvre un anticorps qui reconnait soit la partie CD4 (Leu3 A ; Becton Dickinson) 
30 soit la partie 2F5 (anticorps monoclonal de souris anti-region charniere d'une IgG3 
humaine ; Interchim) et un conjugue constitue par un anticorps d'ane anti Ig de souris couple 
a la fluorescine (Jackson Laboratories). On note qu'environ 30% du pool cellulaire exprime 
un niveau detectable d'immunoadhesine. Pour cette raison, on isole par dilution clonale des 
clones producteurs. 



La production des particules virales est effectuee dans les cellules GP+E-86 transfectees 
seion le protocole classique et selectionnees en presence de puromycine. Les cellules cibles 
NIH 3T3 sont ensuite infectees par le surnageant cellulaire et les analyses 
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d'imunofluorescence confirment Fexpression du transgene dans 100% des cellules. 

La quantification est realisee par ELISA. En premier lieu, on depose 500 ng de 
glycoprot6ine d'enveloppe gp!60 du virus VIH-1 pour fixer la partie CD4 de la molecule 
5 CD4-2F5. Elle est produite par voie recombinante ainsi qu'indique dans la demande 
internationale W092/19742. Puis, on ajoute le sumageant a doser et, enfin, un anticorps 
dirige contre la partie 2F5 (anticorps de chevre anti-Ig humaine conjugue a la peroxydase ; 
Interchim). La solution d'etalonnage est constitute par Timmunoadhesine recombinante 
purifiee des sumageants de culture sur colonne de sepharose-proteine G & haut debit 
10 (Pharmacia). On mesure une productivity superieure & 10 ng/ml/24 h/10 6 cellules dans les 
sumageants des cellules NIH 3T3 infectees. Ce test indique egalement que la proteine est 
capable de fixer la gpl60 et, par consequent, serait apte & lier le virus VIH afin d'exercer sa 
fonction therapeutique. 

15 Les cellules NM3T3 infectees sont amplifiees par culture dans les flasques F175. 4 
organoides contenant chacun environ 10 7 cellules sont generes en appliquant la technologie 
detaiflee a 1'exemple 1 et greffes dans la cavite peritonale de 4 souris femelles B ALB/c nude. 
La secretion de Timmunoadhesine dans le serum est suivie jusqu'a 5 semaines post- 
implantation (dosage par ELISA). Les resultats indiquent une concentration de Tordre de 

20 100 a 200 pg/ml et une secretion continue pendant la duree de Texperience. 

Exemple 4 : Preparation d'un implant secretant un e proteine resultant de la fusion de 
rimmunoadhesine sCD4-2F5 et de rangiogenine humaine 

25 L'angiogenine est une proteine plasmatique de 14,1 kDa appartenant a la famille des 
enzymes ribonucleolytiques. Cependant, son action lytique est plus Hmitee que celle de la 
ribonuclease A de reference (RNase A) et montre une preference marquee pour certains 
ARNs (notamment pour les ARNs ribosomaux 18S et 28S et les ARNs de transfert). Le 
gene et TADNc ont ete clones il y a deja une dizaine d'aniiees (Kurachi et al., 1 985, 

30 Biochemistry 74 y 5494-5499). 

La fusion des sequences codant pour l'angiogenine en aval de sCD4-2F5 devrait permettre 
la synthase d*une proteine capable de cibler et detruire les cellules infectees par le VIH. 
Celles-ci ont ete obtenues par PCR du plasmide pHAGl (Kurachi et al., 1985, supra) a 
35 l'aide des amorces OTG10089 et OTG10090 (SEQ ID NO: 17 et 18) comportant a leurs 
extremites 5' les sites de restriction EcoRl et BamHl situes respectivement en 5* du premier 
codon de la proteine mature et en 3' du codon stop. 
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Pour des raisons d'encombrement sterique, on choisit dlntroduire un espaceur entre les deux 
entites. La reaction PCR est effectuee a Taide de la matrice pTG2677 et des oligonucleotides 
OTG10087 et OTG10088 (SEQ ID NO: 19 et 20) afin d'amplifier la partie du gene 2F5 
s'etendant du site Xmal (au sein de CH3) au codon stop. L'amorce OTG 10088 est con9ue 
5 pour eliminer le codon stop et introduce en 3* un site BamW ainsi que l'espaceur codant 
pour les residus Gly-Gly-Gly-Gly-Ser. 

Les deux fragments PCR obtenus, bordes par un siteitowiHI sont ligues ensembles. On isole 
le fragment Xmal-EcoRl, lequel est insere tout d'abord dans le pBluescript afin de verifier 

10 la sequence et, enfin dans le vecteur pTG8332 pour reconstituer la sequence de fusion 
complete >CI>«F5-Angiogenine". On obtient pTG8373 (Figure 9). Le bloc complet peut 
etre excisS par digestion XhohBglll et clone dans le vecteur retroviral pTG6368 linearise 
parXhol et BarnHl. Les particules wales peuvent etre constitutes comme precedemment 
et les organoides generes a partir de cellules cibles infectees NIH 3T3 ou fibroblastes 

IS primaires. 

Exemple 5 : Preparation d'un vecteur adenoviral exprimant rimm unoadhesine sCD4-2F5 

Les fragments de genome adenoviral employes dans les constructions decrites ci-apres, sont 
20 indiques precisemment seion leur position dans la sequence nucleotidique du genome de 
Padenovirus de type 5 (Ad5) telle que divulguee dans la banque de donnees Genebank sous 
la reference M73260. 

L'intron et le signal de polyadenylation (pA) du gene humain de la p-globine sont obtenus 
25 du vecteur pBCMG/Neo (Karasuyama, 1988 t Eur J. Immuno. IS, 97-104 ; Karasuyama, 
1989, J. Exp. Med. 169, 13-25) et introduits dans le plasmide pREP4 (InVitogen ™) en aval 
du LTR 3 1 du virus RSV. La cassette n promoteur RSV-intron-pA P-globine w est isolee du 
vecteur precedent sous forme d'un fragment Sall-BamWl et inseree dans le vecteur 
pTG9350. Ce dernier provient du clonage des sequences genomiques de TAd5 s*etendant 
30 des nucleotides 1 a 458 et 3328 a 5788 dans le p polyll (Lathe et al., 1987,Gene 57, 193- 
201). 

On introduit dans le vecteur pTG8346 obtenu a Tetape precedente (entre Pintron et le pA) 
un poly linker pourvu de sites multiples de clonage (£coRI, Xhol, Notl y Xba\ Spel, BomHl 
35 EcoRV, ///wdlll, C/nl, Kpnl et Bglll) t pour creer pTG8347. 

Les sequences codant pour la proteine hybride sCD4-2F5 sont isolees du vecteur pTG8338 
(Exemple 3) par digestion Xhol-BamHl et introduites dans le vecteur pTG8347 clive par 
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ATwI et Bglltt, pour generer pTG8349 lequel permet leur expression sous le controle du 
promoteur RSV. 

On utilise la technique de recombinaison homologue in vitro (decrite dans la demande 
5 franpaise 94 14470) pour reconstituer Ie genome complet du vecteur recombinant. On met 
en oeuvre a cet effet, le vecteur pTG4656 qui comprend le genome de PAd5 delete des 
regions El et E3 (Ad5 1 a 458 - promoteur MLP Ad2 - gene LacZ - pA SV40 - Ad5 3329 
k 28529 et 30470 a 35935). Tout autre vecteur adenoviral El" E3" peut egalement convenir, 
comme ceux d6crits dans la demande internationale W094/28152. Les cellules BJ5183 

10 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580) sont co-transformees par pTG4656 linearis^ 
par l'enzyme CM (10 a 20 ng) et le fragment Pacl-BstXL purifie de pTG8349 (exces molaire 
de 10 fois environ). La recombinaison au niveau des sequences adenovirals homologies 
entraine le remplacement de la cassette LacZ de pTG4656 par celle de sCD4-2F5 
(Promoteur RSV - intron p-globine - gene sCD4-2F5 - pA p-globine) portee le fragment 

15 issu de pTG8349. On genere le vecteur pTG8357 (Figure 10). 

Les virus recombinants sont obtenus par transfection de pTG8357 dans les cellules 293 
(ATCC CRL1573). On selectionne 5 plages qui sont amplifiees par culture dans des flasques 
F25 en presence de cellules 293 frafches. Apres 5 jours, les cellules infectees sont recoltees 

20 et soumises a une analyse de HIRTH (Gluzman et Van Doren, 1983, J. Virol. 45, 91-103), 
afin de verifier la presence du transgene. Brievement, Tanalyse de HIRTH consiste en une 
extraction du genome adenoviral, une precipitation de TADN viral, une digestion avec une 
enzyme de restriction appropriee, un transfert sur membrane et une hybridation avec une 
sonde radioactive capable de s'hybrider aux sequences sCD4-2F5. On observe un signal 

25 positif pour les 5 adenovirus analyses. 

Un stock adenoviral consequent est constitue par amplification successive dans les cellules 
293, purification sur deux gradients de chlorure de cesium et dialyse. Ce stock peut etre 
utilise dans le cadre d'essais cliniques anti-SIDA. 

30 

Exemple 6 : Preparation d'un vecteur adenoviral exprimant fimmunoadhesine cvtntnxiq ne 
sCD4-2F5-angiogenine. 

Les sequences codant pour la proteine de fusion sCD4-2F5-angiogenine sont excisees du 
35 vecteur pTG8373 (Exemple 4) par digestion XhohBgUl et donees au niveau des mernes 
sites dans le vecteur pTG8347 (Exemple 5). On obtient le vecteur pTG8376 (Figure 1 1) qui 
peut etre soumis & la recombinaison homologue avec un vecteur adenoviral, par exemple 
pTG4656, pour produire les adenovirus recombinants defectifs exprimant I'immunoadhesine 
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cytotoxique dirigee contre les cellules infectees par le virus VIH. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEFOSANT: 

(A) NOM: Transgene S.A. 

(B) RUE: 11 rue de Molsheim 

(C) VILLE : Strasbourg 
(E) PAYS: France 

<F) CODE POSTAL: 67082 

(G) TELEPHONE: (33) 88 27 91 00 

(H) TELECOPIE: (33) 88 22 58 07 

<ii) TITRE DE L* INVENTION: Nouvel implant et nouveau vecteur 
traitement des maladies acquises 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 20 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i> CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG5168 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
GGAAGCTTCC ATGGACATGA GGGTC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de syn these OTG5169 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO; 2: 
AAGAATTCCT AACACTCTCC CCTGT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG5170 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
AAAAGCTTCC ATGGAGTTGG GTCTG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 



(Vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG5171 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GGGAATTCTC ATTTAGCCGG AGACA 25 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de syn these OTG6114 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
GGGAATTCCA CCATGGGCAT CAAGATG 27 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

<i) CARACTER I ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 
<B) TYPE: acide nucleique. 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG6115 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GGTCTAGATC TAACACTCAT TCCTGTTGAA 30 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQlfeNCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
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<C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE; NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG6192 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CTGTCGACCA CCATGGATGG AGCAGAG 27 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 43 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG6194 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

ACGAATTCGC GGCCGCGCTC CCTCCGCCAC CTTTACCCGG AGT 43 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 
<B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS : NON 



(vi) ORIGINE: 
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(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG5147 

(xi> DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
CTGTGGCGGC CGCCGCACAG GTTATC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
<C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii)* TYPE DE MOLECULE: ADN (genoraique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

<B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG5148 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
CAGGCGGCCG CTTTTTTCGT TATCTGAT 
. (2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 



26 



28 



(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG5299 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
TACATTACAG CCTCAGAAGC A 21 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE : 
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(A) LONGUEUR: 23 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

<B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG6193 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
ACGAATTCTC ATTTACCCGG AGT 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: ADNc CD4 humain 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG7094 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
CCGCTCGAGC CACCATGAAC CGGGGAGTCC CTTTT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

<vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME : ADNc CD4 humain 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese OTG7095 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO: 14: 

ACAAGATTTG GGCTCCTGGA AAGCTAGCAC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
{A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: ADNc de la chaine lourde de l'anticops 2F5 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese (OTG7097) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
GTGCTAGCTT TCCAGGAGCC CAAATCTTGT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: ADNc de la chaine lourde de l'anticorps 2F5 
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(B) SOOCHE: oligonucleotide de synthese (oTG7096> 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
TGGGCCCGGG ATGGGGGCAG GGTGTACACC TGTGGT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: ADNc de 1 * angiogenine humaine 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese (OTG10089) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 17: 
GGGGGATCCC AGGATAACTC CAGGTAC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: ADNc de 1 ' angiogenine humaine 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese (OTG10090) 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 



GGGGAATTCT TACGGACGAC GGAAAAT 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide micleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
<iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii> ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: ADNc de la chaine lourde de l'anticorps 2F5 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese (OTG10087) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
TGCCCCCATC CCGGGAGGAG ATGACCAAGA 30 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclei que 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: ADNc de la chaine lourde de l'anticorps 2F5 

(B) SOUCHE : oligonucleotide de synthese (OTG10088) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 



GGGGGATCCC CCGCCACCTT TAGCCGGAGA CAGGGA 
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Revindications 

1. Un implant de cellules genetiquement modifiees comprenant une sequence nucleotidique 
5 exogene codant pour tout ou partie d'un anticorps, ladite sequence nucleotidique exogene 

etant placee sous le controle des elements necessaires a son expression et a la secretion dudit 
anticorps. 

2. Un implant selon larevendication 1, caracterise en ce que ledit anticorps est selectionne 
1 0 parmi le groupe constitud par : 

un anticorps natif, 

un anticorps chimerique, 

un fragment rfanticorps, et notamment un fragment Fab, F(ab') 2 , Fc ou encore scFv, 
et 

1 5 - un anticorps bispecifique. 

3. Un implant selon la revindication 1 ou 2, caracterise en ce que ledit anticorps est modifie 
par une substance toxique ou immunopotentiatrice. 

20 4. Un implant selon la revindication 3, caracterise en ce que ledit anticorps peut etre modifie 
par une substance toxique selectionnee parmi une ribonuclease, et notamment la 
ribonuclease de Bacillus amyhliqttefaciens, la ricine, la toxine diphterique, la toxine 
cholerique, la thymidine kinase du virus simplex de Fherpes, la cytosine deaminase 
^Escherichia coli ou d'une levure du gene Saccharomyces, Texotoxine de Pseudomonas et 

25 Tangiogenine humaine ou un analogue desdites substances. 

5. Un implant selon Tune des revindications 1 a 4, caracterise en ce que les cellules sont 
genetiquement modifiees par transfection d'un vecteur derive d'un plasmide, d'un retrovirus, 
ou d'un virus de Hierpes, d'un adenovirus, d'un virus associe a 1'adenovirus comprenant ladite 

30 sequence nucleotidique exogene placee sous le controle des elements necessaires a son 
expression et a la secretion dudit anticorps. 

6. Un implant selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit vecteur est dicistronique. 

35 7. Un implant selon la revendication 6, caracterise en ce que ledit vecteur est retroviral et 
comprend de 5' vers 3* : 

(a) un LTR 5* derive d'un retrovirus, 

(b) une region d'encapsidation, 
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(c) une sequence nucleotidique exogene comprenant : 

un promoteur interne, 

une premiere sequence codant pour la chalne Iourde d'un anticorps, 

un site d'initiation de I'entree des ribosomes, 

une deuxieme sequence codant pour la chalne legere d'un anticorps, et 

(d) un LTR 3* denve" d'un retrovirus. 



8. Un implant seion la revendication 7, caractense en ce que ladite sequence nucleotidique 
exogene comprend en outre une troisieme sequence codant pour une substance toxique ou 
immunopotentiatrice fusionnee en aval et de maniere operationnelle a la deuxieme sequence. 

9. Un implant selon 1'une des revendications 1 a 8, comprenant des cellules autologues 
genetiquement modifiees. 

10. Un implant selon la revendication 9, comprenant des fibroblastes genetiquement 
modifies. 

1 1. Un implant selon rune des revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'il comprend de 10 6 
a 10 12 , de preference de 1 0 7 a 10 n cellules gen&iquement modifiees. 

12. M&hode de preparation d'un implant selon 1'une des revendications 1 a 1 1, caracterisee 
en ce que Ton met en presence les cellules genetiquement modifiees et une matrice 
extracellulaire. 



13. Utilisation d'un implant selon 1'une des revendications 1 ft II, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement ou a la prevention d'une maladie 
acquise. 

14. Utilisation d'un implant selon la revendication 13, pour la preparation d'un composition 
pharmaceutique destinee au traitement ou a la prevention d'une maladie infectieuse, et 
notamment du SID A, ou du cancer. 

15. Un vecteur adenoviral recombinant comprenant une sequence nucleotidique exogene 
codant pour tout ou partie d'une ou plusieurs proteine(s) d'interet capable(s) de former un 
multimere dans une cellule bote ; ladite sequence nucleotidique exogene etant placee sous 
le controle des elements necessaires a son expression. 

16. Un vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 15, comprenant une sequence 
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nucleotidique exogene codant pour tout ou partie d'une ou plusieurs proteine(s) d'interet 
capable(s) de former un dimere dans ladite cellule hote. 

17. Un vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 15, comprenant une sequence 
5 nucleotidique exogine codant pour tout ou partie d'une ou plusieurs proteine(s) d'interet 

capable(s) de former un t&ramere dans ladite cellule hote. 

18. Un vecteur adenoviral recombinant comprenant une sequence nucleotidique exogene 
codant pour tout ou partie d'un anticorps ; ladite sequence nucleotidique exogene etant 

10 placee sous le controle des elements necessaires a son expression. 

19. Un vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 1 8, caracterise en ce que ledit 
anticorps est selectionne parmi le groupe constitue par un anticorps natif, un anticorps 
chimerique, un fragment d'anticorps et, notamment un fragment F(ab') 2 , Fc ou encore scFv 

IS et un anticorps bispecifique. 

20. Un vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 18 ou 19, caracterise en ce 
que ledit anticorps est modifie par une substance toxique ou immunopotentiatrice. 

20 21. Un vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 20, caracterise en ce que ledit 
anticorps pent etre modifie par une substance toxique selectionnee parmi une ribonuclease, 
et notamment la ribonuclease de Bacillus amyioliquefaciens, la ricine, la toxine diphterique, 
la toxine cholerique, la thymidine kinase du virus simplex de Therpes, la cytosine deaminase 
^Escherichia coli ou d'une levure du gene Saccharomyces, I'exotoxine de Pseudomonas et 

25 Tangiogenine humaine ou un analogue desdites substances. 

22. Un vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 20, caracterise en ce que ledit 
anticorps est modifie par une substance immunopotentiatrice. 

30 23. Un vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 15 a 22, derive d'un 
adenovirus d'origine humaine, canine, aviaire, bovine, murine, ovine, porcine ou simienne 
ou encore d r un hybride comprenant des fragments de genome adenoviral de differentes 
origines. 

35 24. Un vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 15 a 23, caracterise 
en ce qu'il est defectif pour la replication. 

25. Un vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 24, caracterise en ce qu'il est 
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au moins depourvu de tout ou partie de la region El et, de focon optionnelle, de tout ou 
partie de la region £3. 

26. Un vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 24 ou 25, comprenant une 
5 sequence nucleotidique exogene codant pour la chaihe lourde de l'anticorps 2F5, un element 

IRES et la chatne legere de l'anticorps 2F5 ; ladite sequence nucleotidique exogene etant 
placee sous le controle des elements necessaires a son expression. 

27. Un vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 24 ou 25, comprenant une 
10 sequence nucleotidique exogene codant pour la sequence signal et les domaines I et II 

extracellulaires de la proteine CD4 fusionnes de maniere operationnelle a la region y3 
constante (region charniere-CH2 et CH3) de la chaine lourde de l'anticorps 2F5. 

28. Un vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 24 ou 25, comprenant une 
15 sequence nucleotidique exogene codant pour la sequence signal et les domaines I et II 

extracellulaires de la proteine CD4 fusionnes de maniere operationnelle a la region y3 
constante (region charniere-CH2 et CH3) de la chaihe lourde de l'anticorps 2F5 et fusionnee 
de maniere operationnelle a I'angiogenine humaine mature. 

20 29. Un vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 15 a 28, caracterise 
en ce que les elements necessaires a 1'expression comprennent un promoteur selectionne 
parmi le groupe constitue par le promoteur precoce adenoviral El A, le promoteur tardif 
MLP (Major Late Promoter), le promoteur murin ou humain PGK (Phosphoglycerate 
kinase), le promoteur precoce du virus SV40, le promoteur du virus RSV (Rous Sarcoma 

25 virus), un promoteur actif specifiquement dans les cellules tumorales et enfin un promoteur 
actif specifiquement dans les cellules infect ees. 



30. Une particule virale infectieuse comprenant un vecteur adenoviral recombinant selon 
Tune des revendications 15 a 29. 

30 

3 1 . Une cellule note eucaryote comprenant un vecteur adenoviral recombinant selon I'une 
des revendications 15 a 29 ou une particule virale infectieuse selon la revendication 30. 

32. Une composition pharmaceutique comprenant un vecteur adenoviral recombinant selon 
35 I'une des revendications 15 a 29, une particule virale infectieuse selon la revendication 30 

ou une cellule hdte eucaryote selon la revendication 31, en association avec un support 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 
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33. Une composition pharmaceutique selon la revendication 32, comprenant 10 4 a 10 l4 *pfii. 

34. Une composition pharmaceutique selon la revendication 32 ou 33, caracterisee en ce 
qu'elte est sous forme injectable. 

5 

35. Utilisation d'un vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 15 a 29, 
d'une particule virale infectieuse selon la revendication 30 ou d'une cellule bote eucaiyote 
selon la revendication 3 1 pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee 
au traitement et/ou a la prevention du corps humain ou animal par therapie genique. 

10 

36. Utilisation selon la revendication 35, pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention des maladies acquises et, 
notamment des cancers et du SID A. 

15 37. Utilisation selon la revendication 36, pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique administrable par voie intraveineuse ou intratumorale. 
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